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RESUMEN

Introduccién: Las enfermedades asociadas al Sistema
Nervioso Central representan un grupo de padecimientos
con importante repercusion social y econdmica. Las nuevas
estrategias de tratamiento con NeuroEPO ofrecen nuevas
oportunidades para prevenir la apariciéon y la progresidon de
estos desordenes. La NeuroEPO administrada por via intranasal
puede alcanzar al Sistema Nervioso Central a través de varios
mecanismos que involucran los nervios olfatorios y trigéminos,
mucosa respiratoria y olfatoria, vasculatura nasal, fluido
cerebroespinal y el sistema linfatico.

Objetivo: Determinar el efecto de la administracién intranasal
de NeuroEPO sobre la estructura histolégica de la mucosa
respiratoria y de su tejido linfatico asociado en ratas Wistar.

Material y Métodos: Se realiz6 un estudio experimental,
descriptivo, longitudinal, prospectivo, utilizando la rata Wistar
como modelo bioldgico. Se utilizaron diez animales sanos
distribuidos aleatoriamente en dos grupos de cinco cada uno.
Uno de los grupos recibiéo NeuroEPO intranasal durante 28 dias
a dosis de 300 pg/kg. Al otro grupo se le administré vehiculo a
una razon de 0,3 pl/g. Se estudiaron las caracteristicas histoldgicas
de la mucosa respiratoria. Las medianas de los grupos fueron
comparadas mediante la prueba U de Mann-Whitney.

Resultados: No se observaron alteraciones en las caracteristicas
histologicas de la mucosa respiratoria ni del tejido linfatico
asociado a la mucosa nasal en ratas Wistar, tras la administracion
de la NeuroEPO.

Conclusiones: La administracién intranasal de NeuroEPO no
provoca cambios patoldgicos sobre la estructura histolégica de la
mucosa respiratoria ni del tejido linfatico asociado a la mucosa
nasal de ratas Wistar en nuestras condiciones experimentales.
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ABSTRACT

Introduction: Diseases associated with the Central Nervous
System represent a group of conditions with important social
and economic repercussions. New treatment strategies with
NeuroEPO offer new opportunities to prevent the onset
and progression of these disorders. NeuroEPO administered
intranasally can reach the Central Nervous System through
various mechanisms involving the olfactory and trigeminal
nerves, respiratory and olfactory mucosa, nasal vasculature,
cerebrospinal fluid, and the lymphatic system.

Objective: To determine the effect of intranasal
administration of NeuroEPO on the histologic structure of
the respiratory mucosa and its associated lymphatic tissue in
Wistar rats.

Material and Methods: An experimental, descriptive,
longitudinal, prospective study was conducted, using the
Wistar rat as a biological model. Ten healthy animals were
randomly distributed in two groups of five animals each.
One of the groups received intranasal NeuroEPO for 28 days
at doses of 300 pg/kg. The other group was given a vehicle
at a rate of 0,3ul/g. The histological characteristics of the
respiratory mucosa were studied. The Mann-Whitney test
was used to compare the means.

Results: No alterations in the histological characteristics of
the respiratory mucosa and the lymphatic tissue associated
with the nasal mucosa were observed in Wistar rats after the
administration of NeuroEPO.

Conclusion: Intranasal administration of NeuroEPO does
not cause pathological changes in the histological structure of
the respiratory mucosa or the lymphatic tissue associated with
the nasal mucosa of Wistar rats in our experimental conditions.
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NeuroEPO, respiratory mucosa,
neurodegenerative diseases, neuroprotection
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INTRODUCCION

as enfermedades asociadas al Sistema Nervioso Central (SNC) representan un grupo de padecimientos
con importante repercusidn social y econdmica. Se caracterizan por una alta prevalencia tanto en paises
desarrollados como en paises en vias de desarrollo. Las enfermedades cerebrovasculares (ECV) y las
ocasionadas por degeneracién neuronal atraen la atencién de los principales centros de investigacién. No
existe en el mercado un tratamiento eficaz que logre la cura para dichas enfermedades.®?

En la actualidad, son multiples las investigaciones sobre los mecanismos neurobioldgicos relacionados
con el envejecimiento cerebral y las enfermedades asociadas a él. Los cientificos contintdan la busqueda de
métodos para mejorar su tratamiento, tanto clinico como psicosocial.®*

A pesar del gran esfuerzo emprendido en el analisis de la fisiopatologia de las afecciones neuroldgicas y al
desarrollo de nuevos farmacos para tratar dichas afecciones, el éxito obtenido es limitado.**% Una creciente
linea de investigacion en neurociencias es el empleo de moléculas recombinantes humanas. La eritropoyetina
humana recombinante con bajo contenido de acido sialico (NeuroEPQ) constituye un ejemplo relevante del
uso de estas moléculas.“>*% La NeuroEPO tiene efecto citoprotector, hipoglucemiante y neuroprotector.*>%7

La administracion sistémica de NeuroEPO tiene la desventaja que resulta degradable de forma rdpida a
nivel hepatico, por presentar menor cantidad de acido sialico.**? Es por esto que se han explorado tras vias
como la intranasal, que evitaria su paso por el higado.

Estudios recientes han demostrado que la NeuroEPO administrada por via intranasal tiene un efecto
neuroprotector en diferentes biomodelos de enfermedades neuroldgicas.*?>3*® De igual manera se ha
demostrado este efecto neuroprotector en ensayos clinicos controlados en la enfermedad de Parkinson y
Alzheimer.®19

Sin embargo, se desconoce si su aplicacion intranasal en dosis mantenidas, por un periodo de tiempo mas
prolongado, podria provocar alteraciones en la estructura histolégica de la mucosa respiratoria en ratas.

El objetivo de este estudio es determinar el efecto de la administracién intranasal de NeuroEPO sobre la
estructura histolégica de la mucosa respiratoria y de su tejido linfatico asociado, en ratas Wistar.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio experimental, longitudinal y prospectivo. El experimento fue realizado por el Centro
Nacional de Produccién de Animales de Laboratorio (CENPALAB) y el Instituto de Ciencias Basicas y Preclinicas
“Victoria de Giron” (ICBP-UCMH) entre 2016 y 2017.

Se utilizaron ratas Wistar como modelo biolégico, de aproximadamente 21 dias de edad y peso entre
150-175 g, nuliparas y no gravidas, procedentes del Centro Nacional para la produccién de animales de
Laboratorio (CENPALAB). Los animales se mantuvieron en el area de experimentacién animal del Bioterio,
con condiciones controladas de temperatura (19-25 °C) y humedad relativa 40-70 %, ciclos de luz-oscuridad
12/12h y acceso a agua y comida ad libitum.*? El experimento se realizé con la aprobacion del Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) del CENPALAB.

Formulacion NeuroEPO

La formulacién nasal de NeuroEPO (patentes PCT / cu2006 /000001 y 20050138 al CIDEM, La Habana,
Cuba)®? fue preparada por el Centro de Investigaciones para el Desarrollo de Medicamentos (CIDEM)
y suministrada por el Centro de Inmunologia Molecular (CIM), a través de la comercializadora de
productos biofarmacéuticos de este centro (La Habana, Cuba). EI IFA (Ingrediente Farmacéutico Activo)
de esta formulacién es rHu-EPO con bajo contenido de acido sialico, contiene ademas el polimero
bioadhesivo D-hidroxi-propilcelulosa, para aumentar el tiempo de residencia en la cavidad nasal y
disminuir su eliminacién por el movimiento ciliar. Esta se diluyd en solucidn salina tampdn fosfato
(pH 7,0) a 0,15 mM. La formulacién nasal contiene ademas otros excipientes para la estabilidad de la
formulacién: cloruro de benzalconio como preservo para evitar la contaminacidon microbioldgica para
regular la presion osmética.*? El vehiculo fue suministrado por el Centro de Investigaciones para el
Desarrollo de Medicamentos (CIDEM) y contenia todas las sustancias (excipientes) excepto NeuroEPO.

Un total de diez animales sanos se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos de cinco animales cada
uno, de la siguiente manera:

1. Grupo control, que se trataron con solucidon vehiculo por via intranasal.

2. Grupo tratado, a los cuales se le administré NeuroEPO 300 pg/Kg, volumen (10 uL) por via intranasal.

Aplicacién intranasal (IN)

Las ratas de ambos grupos se sometieron a tratamiento intranasal (IN). El animal fue inmovilizado, colocado
en posicion supina y con una pipeta automatica se administro la formulacion en cada fosa nasal lentamente;
el tiempo aproximado de aplicacién fue de uno a dos minutos. El tratamiento se realizd durante 28 dias,
momento en que se realizé la eutanasia.

Al grupo control se le administré vehiculo a una razén de 0,3 pl/g. El grupo tratado recibié 300 ug/kg/
dia, de NeuroEPO. Esta dosis fue obtenida a partir de la dosis de EPO recombinante aplicada en humanos
de 48 pg/kg/dia o 1000 Ul/kg/dia, lo cual representa el doble de la dosis que se usa para estimular la
eritropoyesis.®*3)
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Procesamiento y tincidn de las estructuras nasales para su estudio histolégico

Se extrajeron las estructuras nasales, las cuales fueron lavadas con solucién cloruro sodio a 0.9 % y fijadas
en formol neutro a 4 %. Posteriormente, fueron descalcificadas con acido férmico durante 14 dias. Las
muestras de tejido para examen histopatoldgico fueron obtenidas del tercer nivel (T3) de la cavidad nasal;
se tomo como referencia las estructuras palatinas (a través de la segunda cresta palatina e incluye el primer
molar superior).**® Las muestras se procesaron por el método convencional de inclusién en parafina.\*e1?

Se obtuvieron cuatro ldaminas por animal, con tres cortes de cinco um de grosor cada una, obtenidos en
un micrétomo Histo-Line Laboratories MR 300 con cuchillas de acero. Se utilizaron las técnicas de coloracion:
hematoxilina y eosina (tres laminas), y PAS /Azul de Alcian (una lamina).

Estudio histolégico cualitativo

Los cortes fueron observados bajo un microscopio éptico Motic BA 210 Digital a 100x, 400x, y 1000x en
busca de cambios morfoldgicos tanto del epitelio como de la lamina propia de la mucosa respiratoria. En cada
corte se observaron diez campos por animal escogidos al azar. Se realizé una valoracién general de todo el
corte, se analizaron aspectos relacionados con la forma, tamafio, coloracién y disposicidn de las estructuras,
ademas se tuvo en cuenta la presencia de posibles cambios inflamatorios o degenerativos.™®

Estudio morfométrico de la mucosa respiratoria

Se realizé el estudio cuantitativo de la mucosa respiratoria donde se efectud la morfometria del epitelio;
se determiné su altura a partir de la membrana basal, hasta la superficie apical sin incluir los cilios. De igual
manera, se determind el grosor de la ldamina propia.

El estudio morfométrico de la mucosa respiratoria fue analizada a nivel de los senos maxilares, conducto
nasofaringeo y porcidn ventral del tabique medio. Para la digitalizacion de las imagenes, se utilizd un
microscopio Motic BA 210 Digital, con objetivo 10x, 40x y 100x, tubo de proyeccion Widelfield binocular 300
(F.N.20) Light distribution 100. /20.80 y una camara digital modelo Moticam de alta resolucion acoplada al
microscopio, equipado con un software de analisis de datos con USB 2.0 de entrada a una computadora. Para
el andlisis morfométrico se utilizé el programa Imagen Tool version 3 para Windows.*?)

Analisis estadistico

Los valores de las variables fueron recogidos en base de datos; se utilizé el programa Microsoft Excel. Los
resultados de las variables se procesaron utilizando el software estadistico Grafpad Prism version 5.01 para
Windows.?? Se determinaron como estadigrafos descriptivos la media y la desviacién estandar. Se realizaron
a todos los datos pruebas de normalidad (Prueba de Kolmogorov-Smirnov). Como estos no mostraron
distribucion normal, se empled la prueba de Mann-Whitney para comparar las medias. En todos los casos las
diferencias se consideraron significativas para una p< 0,05.

Los datos primarios de esta investigacion se encuentran depositados en Mendeley Data como principio
abierto a la informacion.?Y

RESULTADOS

Caracteristicas histolégicas de la mucosa respiratoria observadas al microscopio dptico de
campo brillante

En la mucosa respiratoria del grupo tratado con NeuroEPO no se evidencio la presencia de infiltracion
inflamatoria, ni signos de fibrosis. El epitelio de revestimiento seudoestratificado cilindrico ciliado con células
caliciformes en toda su extensién mostré un patréon morfolégico normal. Se observaron las células caliciformes
secretoras de mucus de caracteristicas histoldgicas normales. En la ldmina propia subyacente se evidenciaron
vasos sanguineos y glandulas seromucosas abundantes con acinos bien constituidos de aspecto morfoldgico
normal. Estos resultados se corresponden con lo mostrado en el grupo control. (Fig. 1).
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Fig.1- Fotomicrografia éptica de la mucosa respiratoria de ratas Wistar. T3.
Seno makxilar. A, Cy E: Grupo control. B, Dy F: Grupo tratado con NeuroEPO.
ER: epitelio respiratorio, LP: [dmina propia, Flechas: cilios, G: glandulas. Coloracion
con H/E. Ay B magnificacién 400X. C y D magnificacion 1000X. Coloracién PAS/Azul
de Alcian. E y F Magnificacion 1000X. Flechas con asteriscos: células caliciformes.

Estudio Morfométrico
Altura del epitelio respiratorio y grosor de la lamina propia

La altura del epitelio respiratorio, y el grosor de la IJdmina propia de la mucosa respiratoria se comporté de
manera similar en los grupos control y tratado con NeuroEPO. (Fig. 2).
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Fig. 2- Altura del epitelio y grosor de la lamina propia de la mucosa respiratoria de ratas Wistar.
Grupos control y tratado con NeuroEPO. Nivel de significacién p> 0,05.

Este es un articulo en Acceso Abierto distribuido segun los términos de la Licencia Creative Commons Atribucién-NoComercial 4.0


http://www.revhabanera.sld.cu
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es

Revista Habanera de Ciencias Médicas ISSN 1729-519X

Caracteristicas histoldgicas del linfoepitelio y el tejido linfatico asociado a la mucosa nasal (NALT)
observadas al microscopio dptico de campo brillante

Las caracteristicas histoldgicas observadas en el linfoepitelio y en el NALT de las ratas de este grupo fueron
normales. El linfoepitelio que recubre los agregados de foliculos linfaticos mostrd caracteristicas morfoldgicas
tipicas. Los foliculos linfaticos mostraron forma y tamafio similar a los del grupo control. Se observaron
linfocitos de aspecto morfoldgico normal. (Fig. 3).

Fig. 3- Fotomicrografia dptica del linfoepitelio y del NALT de ratas Wistar. T3.
Mucosa de la pared lateral del orificio anterior del conducto nasofaringeo).
Ay C: Grupo control. By D: Grupo tratado con NeuroEPO.

LE: linfoepitelio, NL: nédulos linfaticos.

NALT: tejido linfatico asociado a la mucosa nasal.

Ay B Coloracion con Tricrémica de Mallory.

Magnificacion 100X. C y D Coloracién con H/E. Magnificacién 1000X.

DISCUSION

Mucosa respiratoria

En la presente investigacidn, no se observaron cambios en las caracteristicas histoldgicas del epitelio ni de
la ldamina propia de la mucosa respiratoria; de igual manera no se evidenciaron signos indicativos de respuesta
inflamatoria aguda o crdnica con la administracién intranasal de NeuroEPO a ratas Wistar. Los grupos control
y tratado exhibieron similares caracteristicas morfoldgicas.

No existen estudios previos que describan el efecto de la administracion intranasal de NeuroEPO en la
estructura de lamucosa respiratoria. En estudios con otras moléculas como cloro gaseoso, ozono, formaldehido
y xileno, la exposicion provoca pérdida de cilios, metaplasia de células caliciformes, hiperplasia de células
escamosas, degeneracion, necrosis epitelial e infiltracion inflamatoria. También se ha descrito proliferacion
epitelial regenerativa con o sin metaplasia escamosa y respuesta inflamatoria asociada.?%23242520)

Los resultados del actual estudio difieren de algunos reportes que sugieren que el uso prolongado de
algunos farmacos por via nasal desencadena rinitis medicamentosa, caracterizada por metaplasia escamosa
del epitelio respiratorio y/o ulceracidn, células caliciformes incrementadas y membrana basal engrosada e
hialinizada. La lamina propia de la mucosa respiratoria en estos casos puede exhibir edema o fibrosis con un
infiltrado difuso de linfocitos, histiocitos y eosindfilos. Tal es el caso de algunos descongestionantes nasales,
como la oximetasolina, fenilefrina®” y antinflamatorios como la mometasona y la fluticasona en spray nasal.l?®

Estudios recientes han evaluado el efecto de la administracion intranasal de NeuroEPO sobre la mucosa
nasal y olfatoria en ratas (tras 14 y 28 dias respectivamente).?3% Ambos estudios evidenciaron que la
administracion de NeuroEPO no afecto la morfologia de las estructuras exploradas.
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En el estudio morfométrico de la mucosa respiratoria, no se observaron diferencias significativas en la
altura del epitelio respiratorio y el grosor de la |ldmina propia en los grupos en estudio. Los reportes de la
literatura revisada no describen los efectos que tiene la administracién de NeuroEPO sobre la morfometria de
la mucosa respiratoria y que pudieran ser comparados con la presente investigacion. Los resultados difieren
de algunos trabajos realizados en animales de experimentacidn en los cuales se ha reportado disminucién del
epitelio respiratorio corroborada con la morfometria, en ratas expuestas al etanol.®Y De igual manera se ha
evidenciado hiperplasia glandular con aumento en el grosor de la lamina propia de la mucosa respiratoria de
ratones expuestos al péptido catelicidina.®?

Es probable que los resultados obtenidos en el presente estudio estén relacionados con el hecho de que
la distribucion de las lesiones en la cavidad nasal depende de la dosis local utilizada y de la susceptibilidad de
los tejidos al dafio. El epitelio respiratorio es menos susceptible al dafio por agentes quimicos, que otros de
los epitelios de la cavidad nasal; ademas la dosis utilizada y el tiempo de exposicion a esta pudieron haber
influido sobre los actuales resultados.®?

En la presente investigacion, los grupos control y tratado mostraron un patréon morfolégico normal del epitelio
y la ldmina propia de la mucosa respiratoria corroborado con el estudio morfométrico. No se observo signos de
inflamacion aguda o crdnica en los grupos de estudio; esto sugiere que la NeuroEPO administrada por via nasal
a dosis de 300 pg/kg/dia durante 28 dias no produce alteraciones sobre la mucosa respiratoria en ratas Wistar.

En nuestro estudio no se observaron cambios en la estructura histolégica del linfoepitelio de las ratas
expuestas a altas dosis de NeuroEPO nasal, comportdndose de manera similar al grupo control. Al realizar
la observacion de las caracteristicas histoldgicas del NALT, se pudo apreciar que su forma y tamafio eran
similares en ambos grupos.

No se encontraron en la literatura revisada reportes acerca de los efectos de la NeuroEPO sobre el
linfoepitelio y NALT en ratas, que pudieran ser comparados con los de la actual investigacién. No obstante, los
resultados actuales difieren de algunos estudios realizados, en los cuales se ha reportado que los animales
expuestos a toxicos por via nasal desencadenaron alteraciones en el sistema inmune, al poco tiempo de su
exposicion, entre estas se encuentran: disminucion en el nimero de linfocitos intraepiteliales, y de linfocitos
presentes de los foliculos linfaticos. Estos cambios repercutieron en la forma y el tamafio del NALT de los
animales en estudio.®*3%

Algunos autores describen alteraciones en el linfoepitelio de ratas expuestas a xenobidticos o irritantes por
via nasal, como por ejemplo necrosis superficial y metaplasia escamosa, asi como hiperplasia e hipertrofia de
células caliciformes.®?

Ratas expuestas a concentraciones elevadas de formaldehido inhalado, han evidenciado hiperplasia del
linfoepitelio. EI NALT en estos casos mostré disminucion de la celularidad de linfocitos Ty B.G®)

Uno de los mecanismos a través de los cuales un téxico provoca alteraciones sobre el sistema inmunitario
esta relacionado con el estrés que este genera sobre las células. El sistema nervioso simpatico es esencial
para restaurar la homeostasis, alterada por el estrés y para promover la sobrevivencia del organismo. Para
cada tipo de agente agresor se genera determinado tipo de respuesta especifica.®”3® El estrés provoca un
incremento de la secrecidén de hormonas glucocorticoides y catecolaminas por activacién del eje hipotalamo-
hipdfisis-adrenal. Estas hormonas interacttian con receptores de las células inmunitarias y ocasionan cambios
en su respuesta que incluyen modificaciones en el trafico y proliferacién celular, cambios en la secrecién de
citoquinas, anticuerpos y en la actividad citolitica.®®

El cortisol es el principal glucocorticoide involucrado en la inmunomodulacidn, el cual ejerce efecto directo
sobre la mayoria las células del sistema inmunitario. La hormona se une a receptores citoplasmaticos y forma
complejos hormona-receptor que entran al nucleo y regulan la transcripcion de genes, lo que ocasiona
efectos inmunosupresores y antiinflamatorios. El sistema nervioso auténomo y el eje hipotalamo hipdfisis
adrenal provoca supresion de las respuestas de la fase aguda y de la inmunidad mediada por células.®73839)

Los glucocorticoides inhiben la mielopoyesis y la expresion de moléculas del MHC de clase Il inducida por
el INF gamma en los macréfagos e inhiben la produccién de varias citocinas (IL-1, IL- 6, TNF) y eicosanoides
(prostaglandinas, leucotrienos) proinflamatorios sobre estas células. De igual manera, suprimen la funcion de
los linfocitos Th1 sin un efecto inhibitorio notable sobre los Th2.(2637:38)

Uno de los factores que interviene en la imunogenicidad es la concentracién del farmaco. En el presente
estudio se utilizé una dosis alta, segln se reporta en la literatura.® Sin embargo, no se observé efecto sobre
el linfoepitelio ni el NALT. Esto pudiera estar relacionado con una respuesta de tipo tolerogénica y favorecid
una tolerancia inmunoldgica.*® Este hecho puede estar relacionado con que la estructura de la NeuroEPO es
muy similar a la de la EPO enddgena (por su origen recombinante humano).

Como resultado de la presente investigacion, se puede plantear que la NeuroEPO administrada por via nasal
a dosis de 300 pg/kg/dia durante 28 dias no produce alteraciones sobre el linfoepitelio y el NALT en ratas Wistar.

Esta investigacion se limité a la evaluacién de la administracién nasal de NeruroEPO en la estructura
histoldgica de la mucosa respiratoria y NALT, pero se podrian abordar mas investigaciones para evaluar el
efecto en aspectos funcionales.

CONCLUSIONES

La administracién de NeuroEPO por via nasal a dosis de 300 pg/kg/dia durante 28 dias no provoca dafios
sobre la estructura histoldgica en la mucosa respiratoria ni del tejido linfatico asociado a la mucosa nasal de
ratas Wistar.
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